Plan du cours « Biologie du
développement »

Partie | : Notions de base de la biologie du
développement.

Definitions, les principales etapes de I’embryogenese

Les facteurs moléculaires contrélant les processus de base :
différenciation et communication cellulaire ,morphogenese

La génétique du developpement, I’embryologie expérimentale
et les techniques d’analyse de ’expression et de la fonction des
genes.

Partie 2 : Le développement du xénope et du
zebrafish:

Les especes animales servant de modele d’étude

Le Xénope : genes et facteurs regulateurs impliqués durant les
premiers stades

Le zebrafish ou poisson-zebre : genes et facteurs régulateurs

Partie 3 : L’organogenése
.La formation du systéme nerveux a partir de I’ectoderme
.Le « remodelage » du mésoderme (somitogenese, formation
des muscles squelettiques, formation des membres, ...)

Le « remodelage » de I’endoderme (formation du pancréas, foie et
intestin, ...)



Les techniques utilisées en
biologie du développement

1) Etude de I’expression des génes
-au niveau de I’ARNm
-au niveau de la protéine

2) Etude de la fonction des genes
-> Approches génétiques
mutation de genes
- par mutagenese aléatoire
(génétique classigue ou « directe »)
- par mutagenese ciblée (Géneétique inverse)
Inactivation ou surexpression ciblée

) Génétique « directe »
GENE _ —  fonction (phénotype)
Génétique inverse
—> Etude de la fonction des genes

3) Embryologie expéerimentale:
Etude des cellules et tissus par :
- Transplantations et explants
- Marquages cellulaires




1) Etude de expression des genes

A) Localisation de I’ARN messager

1) Par RT-PCR
-Extraction de RNA de différents tissus
-Réverse Transcription
-PCR avec amorces spécifiques d’un gene ¢tudie
-Analyse des fragments par electrophorese sur gel
—> Expression d’un ARN dans des organes ou a différents stades
de développement

. Rat ovary ) NB. -
| Mouse ovary > & -tres sensible
Mouse kidney | (Reqwert peu de
; tissu)
Mosse Meneylle -localisation
Mouse salivary g App roximative
(B - Nbre limité de
Mouse pancreas | £. . ; .,
5 genes etudiés
Mouse lung &
No DNA added o _
(-quantitatif si
FIGURE 2.30 PCR en temps
Evidence from PCR for the synthesis , P
of a growth factor, activin, from em- reel)

bryonic mouse organs. The mRNA
from these organs was converted into
DNA and amplified through 20 repli-



3) « Micropuces » (Microarrays)
Etude de I’expression des genes a grande ¢chelle

totalité des genes) ™ OlC,
( genes) gw% OO
W @e®
Untreated Cells treated with
cells inducing factor
! |
mRNA mRNA
/ '
cDNA cDNA
—> Comparaison de %Lj, QJM
2 échantillons i1 ===
Label Cy3 Label Cy5

Par exemple : \

- 2 tissus différents Hybridize

- 1 tissus a 2 stades 055557
- 1 tissus +/- traitement o - - - =

-WT &> muté 1

e Wash

Scan in chip reader

Désavantage : AlO 00 @0O0
-Pas de localisation précise 8|0 © © © O @
de ’expression <O © ® 00O
D|® @ @ © 0 O




3 bis : RNA-seqg
Séquencage a haut débit des cDNA (- 50-100 millions de seq.)
obtenus a partir ’ARNm de tissu, cellules, ...

Exemple : RNA-seq de cellules beta pancréatiques

Q0w L0 o w QoMW <
! ] ] | 1 | | | 1

___J po

reads

{

HIxb9 gene

i
-i
'

Arx gene

2> HIxb9 est exprimé dans les cellules beta et pas le gene Arx

Avantages :

-tres sensible

-Applicable a des genomes non sequences (non
annotés) -> decouverte de nouveaux transcripts



4) Par hybridation in situ sur embryons entiers

Enzyme-labeled =
i Probe made visible
Embryos fixed DNA probe applied Embryos washed _ _
to whole embryos with color reaction
d A
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mMRNA

Sondes : g’ V
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(-Fga\dloa(,:tlf) % l_l == lt— — AP—conjugated
lie a un épitope anti-DIG
(digoxigenine ou J
fluorescéine) /é\

Substrate Coloured

precipitate
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Exemple d’hybridation in situ sur embryons

de zebrafish entier

Cel. Crétes neurales

R
o

pancréas

SOX4b

PTFla

-> Localisation précise de I’expression
Désavantage : nombre limité de genes étudiés



4b) Par hybridation in situ sur coupes d’embryons
ou d’organes (pour gros embryons opaques)

Embryos embedded in Sections placed on
Embryos fixed wax and sectioned for microscope slides and exposed
autoradiography to radioisotope-labeled probe

K J Slide is dipped in Emulsion is developed.
i photographic emulsion in Slide is examined under
a darkroom a microscope

Grains in the emulsion
mark the sites of exposure
to the radioactive label

-> Localisation | %\ |
4 i L/

précise dans ) \

I’embryon 2




Exemple :
Expression du gene SOX4 dans le pancréas et

I’estomac d’embryons de souris (coupe de
pancreas et d’estomac prélevé d’embryon au stade
el6 : 16 ieme jour embryonnaire)




B) Etude de I’expression : Localisation des protéines
N.B.: Nécessite un anticorps reconnaissant spécifiguement la protéine étudiée.
- Immunohistochimie ou immunofluorescence
AbN°1 - Protéine
AbN°2 (anti-1gG souris)
- couplé a un fluorophore (FITC, TexasRed, ...)
- couplé a une Enzyme (Alkaline Phosphatase ) - reaction
Exemple : coupe d’un pancreas d’un embryon de souris
-noir : ARNm sox4 (revéle par hybridation in situ)
- vert :Ab anti- insuline (+ anti —1gG-lapin-FITC),
- rouge : Ab-glucagon (+ anti-1IgG-souris-TexasRed)

ARNmM sox4

-> Localisation preécise de la proteine dans le tissu



2) Etude de la fonction des genes.

A\) approches génétiques.
—> mutation ou délétion de genes
Rappel de notions de base
- Mutations induites ou spontanees.
-mutations ponctuelles (substitutions ou « frame
shift »)(mutagenes chimiques, exemple ENU)
- d¢létion ou insertion de fragment d’ADN (ex. :
transposon ou retrovirus )
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Rappel de notions de base
Animaux diploide : (chromosome paternel et maternel)
- Mutant héterozygote (+/-) €-> homozygote (-/-)

mutation réecessive - phénotype normal (hétérozygotes)
(majorité : « perte de fonction »)

mutation dominante = phénotype anormal (het.)
(minorité : gain de fonction, ex.:activation constitutive d’enzyme)
mutation semidominante = phéenotype observable (het.
+ pheéenotype anormal (hom.)
(minorité; haploinsuffisance, perte de fonction 50% -> anomalie)

Recessive mutation (e.g. white™) Semi-dominant mutation (e.g. Brachyury)
Genotype Phenotype Genotype Phenotype
Wild type Normal Wild type Normal
white* + @Bt N
F 4 - WA A - 'y
AN AN b g i
LS VIR 7 S VIR —
white* +
Heterozygous mutation Normal Heterozygous mutation Deformed tail
white* B p
k! A PR — >
s \ /) . y . (‘: e
white™ T
Homozygous mutation White eyes Homozygous mutation Embryonic lethal
white™ : T
LS (PR T W— At A SR 74
( ‘.\ 'E_‘f_,: A . ,,\ ‘:."""" \Z‘!}
white™ T

(Majorité des genes) (minorité de genes)



Transmission des caracteres a la
descendance (lois de Mendel)

g 2

Short {ail ”

F 2 > g ; ’ -. .\:‘ v g () ) > o S " . - - , '
g % bt kg e

_ADTTI AT = Homozygous

@ A S @ Yiveyg @ , . embryonic lethal

F3 Lo g w2 (abnormal posterior
mesoderm)

Dans le cas de mutations:
Généralement : mutations récessives
Pas de phénotype au niveau de F2
25 % d’embryons affectés au niveau de F3
Mutations semi-dominantes (« haploinsuffisance »)
Phénotype muté dans 50% de F2 (héterozyg.)
25 % d’embryons tres affectés au niveau de F3
Mutations dominantes : 50% au niveau de F2
(mutation « gain de fonction » et transgéniques)



A: ldentification de mutations récessives affectant

le développement : genetique « directe »

= F1

F2

+m X +/+ ++ X +/+ ++ X +/m +m X +/m

[ 1 |
| O

00D 9O 9 -

D 9 O

=. 9 ® B

phenotype
(+l+ or 100% 100% 3 wild-type:

wild-type wild-type 1 mutant phenotype

- Identlflcatlon de milliers de mutants (1996)

(Stratégie similaire pour la drosophile et C. elegans)
Prix Nobel 1995: Nusslein-Volhard, Wieschaus & Lewis



A N o ™ o >

- Analyse du phénotype.

- ldentification du gene mute
(si mutation induite par insertion de transposons ou rétrovirus:
—> utilisation de I’ADN intégré comme sonde)

— sl mutation ponctuelle induite par un mutagene :
—> cartographie par utilisation de marqueurs
polymorphiques

Positional cloning

Microsatellite markers

A B C

Souche Tu (mutante)  Autre souche (WIK, non mutée)

Strain 1 Strain 2 ee—
. s I—

. « Mapcross »

- Recherche d’un
marqueur
polymorphique proche
de la mutation

L ] Observable mutants  s—
L

AaBbCc

Inbreed random pairs

Parental g +/+ or +/- g-/-

trai A A

o= = = =-_— o= e g~ is linked
to A
= - ea» o> e
a= > = [ = D
-, | a2 e a» o - ao» o g~ is not
linked to
[y - ea» o o - BorC
- a» eo» o - oeo» e




Identification des mutations par séquencage a haut debit

= Séquencage de I’ADN de ~20-40 mutants F2 obtenus d’un
« MapcCross » .
(2) Pool DNA from 20 F2 mutants (40 chromosomes)

Exemple : : G
Chr. 20 portant la &
mutation X — i
: DNA souche Tu G
: DNA souche WIK E—
—=
10 cM
A 21.810.960 bp 21.810.980 bp B 52.027.500 bp 52027
| | | | , | | |
a i 1 1 i | |
T Il T C Il ¢
- ‘ i —-—
T T G I c Il ¢
i ¢ i«
i i
i i
I T i
- ; 1
T T G c I T C i
T T G c Il T C il ¢
i f —i=
T G ¢ i N c il ¢
T ' ' T C ' [

Région homozygote portant la mutation
- Recherche d’un nouveau « SNP » affectant un gene




B: Etude de la fonction des genes par
«_génétique inverse »

Gene identifié (cloné) = Quel est sa fonction ?
—>modification - de son expression
- de son activité
et analyse du phenotype

Tests de « Perte de fonction »

A) par deléetion/mutation ciblée du gene
(« knock-out »)
—> Inactivation complete du gene

B) par diminution de son expression
(« knock-down »)
—> Inactivation - partielle
- (presque) complete

Tests de « Gain de fonction »

C) par surexpression ou expression ectopique
- par transgenese (addition d’un gene)
- par injection d’ARNm



A) La technigue de délétion de gene (« Knock-out »)

Culture of
Blastocyst embryonic stem

(ES) cells Electroporation

(B)

BMP7 gene

I — — T H HEE — [ DD

Restriction T Ligase Mutated BMP7
with neo” gene insertion

endonuclease

E=EE
neo’ gene

Figure 4.21

Technique for gene targeting. In this case, the targeted gene is Brmp?7.
(A) Embryonic stem (ES) cells from a mouse blastocyst are cul-
tured. (B) Cloned Bmp7 genes are cut with a restriction enzyme,
and a neomycin resistance gene is inserted into the region that en-
codes the DNA-binding site of the protein. These mutant Bmp7
genes are electroporated into ES cells. In some of the cells, homolo-
gous recombination exchanges a wild-type gene for the mutant
copy. These cells are selected by their neomycin resistance. (C) The
selected heterozygous ES cells are inserted into the inner cell mass of
a wild-type embryo, and the blastocyst is returned to the uterus.
The resulting mouse is a chimera composed of heterozygous Bmp7
tissues and wild-type Bmp7 tissues. Mating the chimeric mouse to a
wild-type mouse produces heterozygous Bmp7 offspring if the ES
cells have contributed to the germ line. These heterozygous mice
can be bred together, and about 25% of their progeny should be ho-
mozygous for the mutant Bmp?.

1) Construction du géne invalide
(par clonage en bactéries)(B)

2) Introduction dans les cellules
ES (cellules totipotentes) (A)
(par transfection ) et
recombinaison homologue

3) Implantation des cellules ES
dans les blastocystes

4)  Sélection des chimeres

5) ldentification des animaux
hetérozygotes

6) Geéneération des homozygotes

Q.

Homologous
recombination

Embryonic
stem cell

Select

heterozygous ES

cells by their neomycin
resistance

Inject heterozygous
ES cells into blastocyst

Inject blastocysts into uteru

Formation of chimeric mice

Breed chimeric to wild-tyj

Mate heterozygous

X %MPW/BMPT
. ==~

Wild-type Heterozygote Heterozygote
BMP7*/BMP7* BMP7*/BMP7~ BMP7*/BMP7~

Wild-type
BMP7*/BMP7"

Homozygot Heterozygote
BMP7-/BMP7~ BMP7*/BMP7-



FIGURE4.20 Morphological analysis of Bmp7 knockout mice.
(A) Wild-type and (B) homozygous Bmp7-deficient mouse at day
17 of their 21-day gestation. The Bmp7-deficient mouse lacks
eyes. (C) The kidneys of these mice at day 19 of gestation. The
kidney of the Bmp7-deficient mouse (right) is severely atro-
phied. Microscopic sections reveal the death of the cells that
would otherwise have formed the nephrons. (From Dudley et al.
1995; photographs courtesy of E. Robertson.)

(Prix Nobel a Cappechi, Evans et Smithi_es pour
La technigue de Knock-out chez la souris)



« knock-out conditionnel ou
spécifique d’un tissu »

Lorsqu’un gene est exprim¢ dans plusieurs tissus ou
a différents stades de développement >
Invalidation du gene - dans un tissus
- a partir d’un stade

1) Sites LoxP de part et d’autres du géne a invalider
2) Expression de la recombinase CRE (croisement
avec souris transgénigue exprimant CRE)

A ?f"\% target gene

d

Ay | i

loxP loxP

+ Cre |

Remarque :

Technique de « knock-out » par recombinaison
homologue :uniguement modele souris

Cause : pas de lignées cellulaires ES pour les autres
modeles colonisant la lignée germinale

... Jusque 2012




Mutagenese ciblée de gene par les nucléases
« Zinc finger Nucleases », TALEN et CRISPR

taten  (2011) zen (2008)

8 TCGTGATCTGCAACTCCAGTC T TTCTAGAAGATGGGCGGGA 3' § [EIGITIAICIK] N N| S GIATIGIT [C ¥
3" AGCACTAGACGTTGAGGTCAGAAAGATCTTCTACCCGOCCT § k) d'uuu'UJL.u mmmaanuem_en 5
SMNIIIIIN) it

3 - Double-Strand Break, DSB
Non-Homologous End Joining, NHEJ Homologous Recombination
(error-prone) (highly faithful)

———— DonorDNA

=X —h =

sesanss > ¢
(indel smallinsertion or deletion) (up to 10° fold higher)
Knock-out Knock-in

(From Streptotocus pyogenes)

CRISPR/Cas9 (2012)

Cas9 protein




L’enzyme de restriction
Fok1

5’-GGATGNNNNNNNNN*NNNNN-:%’
3’-CCTACNNNNNNNNNNNNNAN-S’



Le domaine en doigt de
ZInc

: -1123456789
Finger 1 PYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIH

Finger 2 "FQCRI--CMRNFSRSDHLTTHIRTH
Finger 3 'FACDI--CGRKFARSDERKRHTKIHLRQK

B -DNA recognition  [|= Zinc coordination

Structure



Les proteines TAL

Proteines de Xanthomonas
modifiant I’expression de
genes de la plante infectée
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|_a structure 3D des
proteines TAL




es nucléases TALEN

(@) LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
------------------------ NLS AD

N é ,/”g DNA Binding Do[nain L AJFBD ¢

-
-

“HD NI NG HD NN HD HD NI HD NG NI HD HD NN NG

[ I A A O (N Y I Y A A N A
5§ CATCGCC CACTACTCGT

Target DNA
HD—=C NI—2A NG—=T NN—G

NLS NLS

N
84\‘ é DNA Binding Domain
A Y -

\ -
5'-ACGTAGCTGCATCGACCACTACC GTATGA*CTGTGCAGTTGTGGTTTGTCTACCGTA
3'-TGCATCGACGTAGCGGTGATGA CATACTA%GACACGTCAACACCAAACAGATGGCAT




Le systeme CRISPR/Cas

Phage
infection

Wiy gal

Spacer
acquisition Spacer Direct repeat
Generalized Cas genes
CRISPR [ ; =
locus |  CRISPRarray
/ * Leader \
Type | Type |l Type llI
crRNA DBT_EA‘ BA- .3’ e M -3 :}M.' .ﬂ‘ 3’
biogenesis “ﬁ_ %
and / v
processing v ‘
5’_& 5'%? B
Cascade ¢ ¢
complex ¢
., PAM 5"
S—a ‘
3 v Cas9 Csm complex +

7

5

v
& \e’@ E
- f-—§5
Target T

degradation A5 Cmr complex
: sgRNA RNA
{ 7—8. =
l 3,—5'
Cas3 \ j

Degraded DNA/RNA
~ N

I./-

W ;m

SN

Systeme immunitaire bactérien permettant la
degradation d’ADN étranger (phage, plasmide, ...)




Le systeme CRISPR/Cas9 : 1 protéine et 1 ARN quide

Cas9 programmed by crBNA:tracrBRNA duplex
protospacer

target DNA fﬁﬁ_/ﬂ /PAM

||||I|||I|||I|||I||||L/ /?OJ/\IKIHI_I_I-IIIIIIIIIIIII

\
\ (T — 2
Y/

crHNA

———— fracrBNA

Cas9 programmed by single chimeric RNA

/’;?D\

Illllllllllllllllllll% &UIIIIIIIIIIIIIIIIIII

I

II|III|II|II|iII||I
QI

20 nt I

linker loop

crBMNA=tracrBNA chimera



Oligonucleotide (20 nucl.)  (+NGG in the endogenous gene)

Cloning
T7prorﬁoter 9gRNA plasmid T7promoter Cas9 plasmid
_—— —
Bsal Bsal
in vitro transcription
T7 RNA polymerase
Cas9 mRNA
+ AAAAA
gRNA
l microinjection into zebrafish
CRISPR/Cas9 Cas9 protein

Efficiency of
Mutagenesis :

(around 25 % ...up to 100 %)



Mutagenese ciblée par les nucléases
CRISPR/Cas9 ou TALEN

1) Clonage d’of oligos dans le plasmide d’expression gRNA
Transcription des gRNA et de PARNm Cas9
Ou
- Construction de 2 TALEN ciblant le gene d’intérét

ey, E@ = =
x - :ﬁ
2) Injection des
- gRNA \
- Cas9 mRNA
Ou a1 day (‘“&m@;\
- Paire de TALEN -

-

. 9 . 14 by
(3-4 months) ¢ 3) Test d’efficacité de la mutagenése

B X o<

3-4 months ¢

19 5) Identification des
(3) heterozygotes
Fin clips -> Génération d’homozygotes

genotyping of F1 fish

WT / \ FO founder
M (“"‘Mﬁ'u% 4) Vérification de la

transmission de mutation




2) Etude de la fonction des genes
par inhibition de ’expression
(degradation ou blocage de ’ARNm)
(« Knock-down »)

En exprimant ou en injectant :
- des ARN antisens
- des oligonucléotides antisens (morpholinos)
—> blocage de la traduction ou de I’épissage
- des ARN double brin (« RNA interference »)
—> dégradation ciblée d’un ARNm par un SIRNA

(A) (B) Kriippel mutant embryo
Kriippel '

sense
mRNA

-
W\ promoter

Wild-type embryo

promoter polymerase

Wild-type embryo injected with
Vector DNA Kriippel “antisense” RNA



Exemple : Fonction du gene Sox4b dans la
differenciation des cellules pancréatiques
chez le zebrafish

Translational Amino Acid
5'Cap Leader Start Site Coding Region
| —1

TmGpppACUGAGAAGGACCAUGGSUGCUGUCUCCCGCUGACAACACCAA...
Translational Start Target

~ Systéme d’injection des ceufs fécondes

molmut molsox4b
A i GERTCN R LR R ;Fﬂ
B Rers

at9  LIMG box  C-term

——

m01§f§<4b
HMG C-
I
mMo2sox4b

NB: possibilit¢ d’inhibition progressive par I’approche antisens



3) Etude de la fonction des genes
par surexpression (gain de fonction)
- Par injection d’ARNm (pour xénope et zebrafish)

Exemple : injection de I’ARNm de la GFP

( pour les genes impliques dans les premieres phases du développement)

-Par transgenese (addition d’un géne modifié)
—> surexpression, expression ectopique (gene modifié)

1) Construction du transgene
(cDNA)

Promoteur [ 'Géne étudié

2) Injection du transgene dans le zygote
(integration au hasard dans le génome)

P0O-Pax6h:GFP

3) Identification de I’animal transgénique et
analyse de son phénotype



— Deduction des cascades
régulatrices par tests de gain et
de perte de fonction

Exemple : formation de I’endoderme chez le zebrafish

-perte d’endoderme dans les mutants Nodal, Bon, Fau
et Cas
- Surexpression de Nodal et Cas induit I’endoderme

Nodal : nécessaire et suffisant

/TN

Bon Fau/Gata5 X - Necessaire mais

\ l / pas suffisant

Cas : nécessaire et suffisant

v

Endoderme



3) L’embryologie expérimentale

1) Microdissection et culture d’explants
2) Transplantations cellulaires
3) Marquage cellulaire :

- par injection de colorants ou fluorophores
- (par marguage genetique)

—> notion de spécification et détermination
cellulaire

- notion des centres d’induction

-=> notion de lignage cellulaire et carte de destin



Différence entre destin, détermination et

spécification cellulaire.

Normal fate Region B not determined Region B determined Region B specified
Region A transplanted region labeled transplanted region labeled
Fate map ’
Region B
\ 4
Differentiated .
tissue
Marquage Transplantation Explant
cellulaire cellulaire *
Destin Détermination  SPecification
cellulaire cellulaire Cellulaire
* (labile)
« Carte de_ destin ’.Centrg « Carte de
cellulaire » d’induction spécification

(« fate map »)

cellulaire »




Exemple d’expérience de transplantation

astula Transplant normal

back cells to
belly region

No

transplantation Cells form
(normal belly tissue
development)

” Glass needle
removes
cells

3 Conditional Normal

.(A) What a cell development
pends on its position
ryo. Its fate is deter-
\teractions with

cells. (B) If cells are

e for the missing part.

t

4
2

—> Les cellules ne sont pas déterminées au stade blastula



-Marquage cellulaire par injection de molecules
fluorescentes (chez le xénope et zebrafish)

—> étude du lignage cellulaire (3-5 jours)

(carte de destin ou « fate map »)

Ventral

Animal pole

' Neu ral

@am e B
Ventral Dorsal M USCIe Nommord

BIooc\i ¢

Endoderm
Vegetal pole

(a) Nomenclature of blastomeres (b) Fate map

- Les cellules sont destinées (mais pas déterminées)



Example de transplantations durant la gastrulation :
Mise en évidence de organisateur de Speman (1928)

Blastocoel

P - Presumptive
notochord

Presumptive

somites

Dorsal Presum ptive Presumptive Primary
blastopore endoderm epidermis inviagination
lip

SEC

Secondary Primary
Invagination Invagina

—> La partie dorsale du blastopore
- est détermine a former la notochorde
- induit un deuxieme axe dans ’embryon transplanté
(via la sécrétion de facteurs de signalisation)



Etude de destin cellulaire par marguaqge
génétigue (greffe orthotopiques poulet-caille)

Quail Chick (expériences de Nicole Le Douarin )
(1970-1980)

o Tube neural
."f— Cellules des

crétes neurales
\

Iransverse section A\
through chick host
containing quail A

graft ~
Elimination d’un fragmet de tube neural W )
de ’embryon de poulet et remplacement VLol
de celui-ci par un fragment de tube neural 9,
de caille

Tube &
Neural
Crest

Section de tube neural au niveau de la
greffe avec des cellules de créte neurale
en migration

Jeune chimere caille poulet avec
des plumes foncées dues aux
mélanocytes de caille.




Marquage Genétique chez la souris par le
systeme CRE-Lox inductible

1) Ligneée transgenique
« actlvat_rlce » I Songi "PES _
(expression ciblée)

2) Ligneée transgenique
Rapportrice ROSA26 :
(gene ubiquiste)

—> Croisement - lignée double transgenique

a) En absence de tamoxifene (agoniste des oestrogénes)

SOXQIHES-CreEF?T2 Rosa?6R

| Sox9 i IRES _

Sox9 locus Rosa26 locus

b) Apres induction au tamoxifene (1 ou n injection)




Résultats au niveau de P’intestin :
1 Day 3 Days
- : i

—>les cellules a la base des cryptes sont marguees
juste apres 1’ajout du tamoxifene.

Apres quelques jours, les autres types cellulaires de
la muqueuse intestinales sont marquées

—> Démonstration que les cellules sox9+ intestinales
les cellules souches intestinales



Conclusions sur les technigues

1) Etude de I’expression (spatio-temporelle)
-au niveau de ’ARNm :
Northen , RT-PCR,microarrays et
hybridation in situ
-au niveau de la protéine :
Western blotting, immunohistochimie

2 ) Etude de la fonction des genes
- par mutation alléatoire (génétigue classique)
- par mutation ciblée : « knock-out »
- par « knock-down » : RNAI, morpholino
- par « gain de fonction »
(génétique inverse)

3) Embryologie expérimentale:
Marquage cellulaire = carte de destin
lignage cellulaire
Transplantation - - détermination des cellules
- Induction
Explants - - spécification
+ observation de processus in vitro



